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論 文 内 容 要 旨
メタロチオネイン(MT)はCdな どの重金属 によってその合成が誘導 され,さ らにこれら重金属 と強
固に結合 して毒性の発現を抑える生体防御蛋白質の一つである。Cdは主に米などを介 して人間の体内に
取 り込 まれるが,そ のほとんどは排泄 されずに体内に蓄積 し続けるため,組織中,特 に腎臓中のCd濃度
は加齢 と共に上昇する。腎臓中ではCd濃度の上昇に伴いMT濃 度 も増加 し,大部分のCdがMTに 結合
した形で存在することから,MTはCd毒性の軽減に大きく貢献 していると思われる。一方最近になって,
日本人の中に腎臓中MT濃 度が非常に低い値 を示す中高年者が存在することが判明 した。これ らの人々は
MT合成に何 らかの異常がある可能性も考えられる。
そこで本研究では,MT合 成異常の原因として遺伝子変異に着目し,MT遺伝子のプロモーター領域と
翻訳領域,並 びに重金属によるMT遺 伝子の転写活性化に関わる転写因子MTF-1の翻訳領域の変異を検
索 し,その変異がMTの 合成及び機能に及ぼす影響を検討 した。
ヒ トメタロチオネイン遺伝 子のプロモーター領域の多型 の検索 とその転 写活性 に及ぼ す影響
MT合 成異常 の原 因と して,MTの 転写 レベルの低 下が一つの可能性 と して考 え られ る。 ヒ トMTは1
か らWま での分子種が存在 してい るが,中 で もヒ トMT』A(hMT-IA)は ほとん ど全 ての組織 中に最 も
高濃度 にその存在が認め られている ことか ら,本 研 究では対象分子種 としてhMT』Aを 選択 し,健 常 な
日本人119例の 白血球 か ら単離 したDNAを 用 いてプロモ ーター領域の変異 をsingle-strandedconfo㎜ation
polymorphism(SSCP)法によ り検索 した。その結果,転 写開始点(+1)か ら上流5塩 基 目(一5)にアデニ
ン(A)か らグアニ ン(G)へ の一塩 基置換 のある ことが明 らか となった。そ の存在割合 は寄生型 であ る
アデニ ンのホモi接合体が98例(82.4%),アデニ ンとグ アニ ンのヘテ ロi接合体が20例(16.8%),そして
グアニ ンのホモi接合体 が1例(0.8%)で あった。 この変異部位 はTATAboxと転写開始点の間の コアプ
ロモー ター領域 に存在 し,変 異型(一5g)プロモー ターは野生型(一5A)に比べてZnやCdに よる転写活
性化効率が有意 に低 い ことも判明 し,こ の一塩基置換 がMTの 誘導合成率 の低下・を招 いている可能性が示
唆 された。本研 究で認め られた一塩基置換 による転写活性 の低下率 はさほ ど大 きい ものではないが,』 般
人が70年以 上にわたって連 日Cdを 摂取 し,そ のCdが ほ とん ど排泄 されず に蓄積 し続 ける という事実 を
考 える と,そ の影響 は加齢 と共に拡大 してい く可能性 がある。本研 究 にお ける検討 で認 め られ たホモ変異
は119例中1例 のみ であったが,も し日本人の1%に ホモ変異が存在 し,そ れ らの人々がCdに よる腎障
害 を受 けやすい としたら,そ れは重大な ことであ り,診 断 によって早期 にこれ らの人 々を特定 してCd摂
取 を低減 させ るような指導 をす るこ とが必 要 となるか も知れない。
ヒ トメタロチオネイン遺伝子の翻訳領域 における多型の検索
MTは4原 子 の金属 を結合するC末 端の αドメイ ンと,3原 子 の金属 を結合す るN末 端側 の β ドメイ ン
の2つ の ドメイ ンを有 し,こ の ドメイ ン構造がMTの 安定性 の維持 に重要 と考 え られ てい る。 もし,MT
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の安定性が低下 して分解が促進 されれば遊離 のCdが 増加 し,そ の毒性 が現れやす くなる可能性 もある。
そ こで119例の 白血球 か ら単離 したDNAを 用い て,hMT』A遺 伝子 翻訳領域 の多型の検索 を行 った。
MTの 翻訳領域 は3つ のエ クソンで構成 されるこ とか ら,こ れ ら3つ のエクソ ン領域 におけ る遺伝子変異
の検索 を行 った ところ,ll9例中4例 においてエ クソン3の コ ドン42番目のア ミノ酸であ るアラニ ンのバ
リンへの変異が認め られた。MTの 機 能的中核 をなす20個の システイ ンの存在位置 は分子種 問で非常 に高
度 に保存 されているが,今 回変異 を認めた コ ドン42のアラニ ンも比較 的 よ く保存 されてお り,少 な くと'
もコ ドン42番目にバ リンの残基 を持 つMT分 子種 の存在 は認 め られていない。 さらに今 回同定 した コ ド
ン42番目の アウニ ンはMTの 、ドメイ ンに位 置 し,コ ドン41番目と44番目には システイ ン残基が存在 し
てい るごとか ら,こ のアラニ ンが よ り疎水性の高いバ リンに変 わるこ とで,重 金属 との結合 に影響 を与 え
てい る可能性 も否定'できない。
一方
,エ クソン3に 塩基変異の認 め られた4例 は全てが上述 した コアプロモー ター上 の変異 も有す ると
い う興味深い事実が判明 した。両多型の存在率 か ら計算す ると,こ の ような結果が得 られる確率 は約1000
分 の1で あ り,偶 然 とは考 えに くい。エクソ ン部 とコアプロモー ター上 の両方 に塩基変異 のある人 間は成
人 まで成長する ことがで きるが,エ クソン3に のみ変 異 を有す る個体 は何 らかの理 由で生 まれて こないか,
生 まれ た として も成人 になる前 に死亡 して しまうとい う可 能性 が考 え られる。MT遺 伝子 を欠損 させ て も
マウス は正常 に成長す ることか ら,エ クソン3に 塩基異常 のあ る遺伝子 か ら作 られる変異MTが 人間の発
生 または生育の段 階で"好 ま しくない"作 用 を発揮す る と想像する こともで きる。 コアプロモー ター上 の
塩基置換 は転写効率 の低下 を招 くことか ら,エ クソ ン3の 変異 に加 えて コアプロモー ター上 にも塩基変異
が共存す ると変異MTの 合成が抑制 され,そ のために生育が可能 になるのか も知れ ない。
メタロチ オネイ ンの発現 を促進する転写因子MTF-1遣伝子多型の検索
重金属 によるMT遺 伝 子の発 現誘導 にはプロモー ター領域 に存在す るシスエ レメ ン トmetalresponsive
element(MRE)に結合する転写 因子MTF-1の存在が必須であ り,MTF-1の変異 もMTの 合成異常 を引 き
起 こす と考 えられ る。そ こで,11個のエ クソ ンで構成 され るMTF-1遺伝子翻訳領域 における遺伝子 変異
の検:索を10例につい て行 った ところ,エ クソン8中 にアデニ ンか らグアニ ンへの一塩基置換が1ヶ 所認
め られたが本変異 はア ミノ酸置換 を伴 うものでは なか った。 この変異 を103例につい て同様 に調べ た とこ
ろ,そ の存在割 合は野生型であるアデニ ンのホモ接合体が50例(48.5%),アデニ ンとグアニ ンのヘテ ロ
i接合体 が43例(41.7%)、,そしてグアニ ンのホモ接合体 が10例(9.7%)であった。本知見 はMTF-1の遺
伝子多型 に関す る最初 の ものであ るが,全 領域 を調べ たのが10例のみであ るこ とか ら,も っと多 くの検
体 について検討 を行 えば新 たな変異が見つかるか もしれない。
一方MTF-1のバ リア ン トと考 えられるMRE結 合蛋 白質 としてzincregulatoryfactor(ZRF)がHeLa細
胞 か ら単離 ・同定 され てい る。ZRFはMTF-1のコ ドン185番目の ヒスチジ ンが チロシ ンに置換 えされた
バ リアン トであ り,Znに よるMREを 介 した転写活性化能 はZRFよ りMTF-1の方が高 い。本研 究におい
て30例の 日本 人について検討 した結果,全 例 がMTF-1遺伝 子では な くZRF遺 伝子 を有 してお り,さ ら
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にHeLa細胞(ニ グロ人 由来)の みな らずHepG2細胞(コ ーカサス人由来)のMRE結 合蛋 白質 もZRFで
あ ることが判 明 した。 したがってMTF-1ではな くZRFが ヒ トでのMRE結 合蛋 白質の野生型遺伝子で あ
る可能性 が高 い。
本研 究 では,MTF-1遺伝子 に関 してはア ミノ酸変異 を伴 うような多型 の存在 は確 認 で きなかったが,
MT-HA遺伝子の コアプ ロモーター領域上 にMT遺 伝子発現誘導率 の低下 を招 く一塩基多型が存在す るこ
とが明 らか になった。 またMT-HAの 翻訳領域 には3.3%の頻度 でMT-HAの コ ドン42番目にアラニ ンか
らバ リンの一 ア ミノ酸置換 を伴 う遺伝子多型が存在 するこ とも判明 した。 これ らの遺伝子多型が細胞増殖
やカ ドミウム毒性感受性 に及ぼす影響 について今 後検討す るこ とによって,そ の意義 を明確 に してい く予
定 である。
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審 査 結 果 の 要 旨
メタロチ オネイン(MT)は カ ドミウム(Cd)な どの重金属 に よってその合成が誘導 され,さ らにこれ
ら重金属 と強固 に結合 して毒性の発現 を抑 える生体 防御蛋 白質 の一つで ある。最近 になって,腎 臓 中MT
濃度が非常 に低値 を示す 日本 人の存在が判明 し,こ れ らの人々 に何 らかのMT合 成異常 が存在す る可能性
が疑われている。本論文は,こ のMT合 成異常の原因 として遺伝子変異 に着 目し,MTお よびその合成調
節 に関わる因子の遺伝子 変異 を検索す ると共 にその変異がMTの 合成及 び機能 に及ぼす影響 を検討 した も
のであ る。
本論 文では まず,健 常な 日本 人119例の白血球か ら単離 したDNAを 用いてMT-HA遺 伝子 のプロモ ー
ター領域 中での変異 を検索 し,転 写開始 点(+1)か ら上流5塩 基 目(一5)にアデニ ン(A)か らグアニ ン
(G)への一塩基置換の あることを明 らか に している。 この変異部位 はTATAboxと転写開始点 の問のコア
プロモ ーター領域 に存在 し,変 異 型(一5g)プロモー ター は野生型(一5A)に比べ てZnやCdに よる転写
活性化効率が有意 に低い ことも判 明 し,こ の一塩基置換(多 型)がMTの 誘導合成率の低 下 を招 いている
可能性 が示唆 された。 さらに,MT-HA遺 伝子の翻訳領域 の多型検索 も同様 に行 い,119例中4例 にエ ク
ソン3の コ ドン42番目のア ミノ酸であ るア ラニ ンのバ リンへ の変異が存在す るこ とも明 らか に してい る。
本変異 がMTの 機能 に及 ぼす影響 は不明 であ るが,エ クソ ン3に 塩基変異 の認 め られた4例 は全 てが上述
した コアプロモーター上の変異 も有す る という興味深い事 実が判 明 し,エ クソン部 とコアプロモー ター上
の両方 に塩基変異 のある人 間は成人 まで成長す ることがで きるが,エ クソ ン3に のみ変異 を有す る個体 は
何 らかの理由で生 まれてこないか,生 まれた として も成人 になる前 に死亡 して しまうとい う可 能性が示唆
された。
さらに本論文 では,MT遺 伝子 の プロモ ーター領域 に存在 す るシスエ レメ ン トであるmetalresponsive
element(MRE)に統合 する転写 因子MTF1の 遺伝 子変異検 索 を行 い,エ クソン8中 にアデニ ンか らグア
ニンへ の一塩基置換 を見出 したが,本 変異は アミノ酸置換 を律 う ものではなかった。一方,MTF-1のバ リ
ア ン トと考 え られるMRE結 合蛋 白質 としてzi即regulatoryfactor(ZI≧F)がHeLa細胞か ら単離 ・同定 され
てい る。本論文 で30例の 日本人 について検討 した結果,全 例 がMTF-1F遺伝 子ではな くZRF遺伝子 を有
してお り,さ らに検 討 した外 国入 由来 の培養細胞 も全 てZRFを 有 する ことが判明 し,MTF-1ではな く
ZRFがヒ トでのMRE結 合蛋 白質の野生型遺伝子 である可能性が示 唆 された。
本論文 はMTお よびそめ転写 因子 であるMTF-1の遺伝子多 型 をは じめて明 らかに した ものであ り,そ
の学術 的価値 は極 めて高 い。 よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 に相応 しい もの と判断 し,合 格 と
認め る。
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